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ミトコンドリア DNA塩基配列の解析
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要約 : エゾシカ Cervus nippon yesoensisを有効に活用保存するためには基礎的な遺伝的情報を蓄積す
る必要がある 我は北海道産エゾシカのミトコンドリア DNA mtDNA の +,SrRNA遺伝子 3/1bp
COX II遺伝子 021bp および D-loop領域 +,++*bp の DNA配列を解析し 他のシカ科 サンバ
Cervus unicolor ; アカシカ Cervus elaphus ; タイワンキョン Muntiacus reevesi ; オジロジカ Odocoi-
leus virginianus ; オグロジカ Odocoileus hemionus他 動物との比較を行った +,SrRNA遺伝子につい
て解析したところ 調べた Cervus属 -種はクラスタを形成し エゾシカはサンバおよびアカシカに対
してそれぞれ ,.3および -./の塩基置換度を示した 系統樹では エゾシカとサンバが最も近く 次いで
アカシカが結合した その Cervus属にMuntiacus属が結合し Odocoileus属よりも近い関係にあった
COX II遺伝子の解析から エゾシカとサンバとの塩基置換度は ..,であり またエゾシカとオジロジカ
とは ++.2であった系統樹では +,SrRNA遺伝子と同様にエゾシカとサンバが最も近く次いでオジロ
ジカが結合した D-loop領域の解析から エゾシカと岩手県産のホンシュウジカ C.n. centralis との塩基
置換度は /.,と低い値を示したしかし山口県産ホンシュウジカおよびツシマジカ C.n. pulchellus対馬
列島産における塩基置換度は岩手県産のホンシュウジカに比べて高かった +0.0+0.2系統樹では本
邦におけるニホンジカが南北の両グルプに分かれ アジアのニホンジカ アカシカおよびサンバは 南
グルプのニホンジカに近い関係にあった
キワド : エゾシカ +,SrRNA遺伝子 COX II遺伝子 D-loop領域 ミトコンドリア DNA

我が国には野生のニホンジカ Cervus nipponが 0亜種
生息しており その中でもエゾシカ C.n. yesoensis は最
も体型が大きく 有用な動物資源であると考えられる+
それを有効に活用保存する上で遺伝的情報のさらなる蓄
積が望まれる
動物の系統分類学的解析には 血液タンパク質型および
アイソザイムなどの遺伝子度を指標とした集団系統樹が
用いられており ニホンジカにおいてはタンパク質多型や
アイソザイムを対象とした生化学的遺伝標識因子の検索が
進められてきた 横濱ら +33/ 福井ら +330 その結果
血清 Tf型および PTF型に多型が認められているが変異
は極めて小さいものであった
一方 ミトコンドリア DNA mtDNA の解析では シ
カ亜科は Axis, Damaおよび Cervusの -つのグルプか
ら構成されており ニホンジカ ワピチ Cervus elaphus
sibelicus-nelsoni およびアカシカ Cervus elaphus は
それぞれ独立して進化したことが示されている. ワピチ
はアカシカの亜種ではなく 独立した種であることが示唆
されている/
またニホンジカにおいては +,SrRNAおよびチトクロ
ム b Cyt b 遺伝子の部分配列から エゾシカとホンシュ
ウジカでは遺伝的差異が認められず ツシマジカは前 ,種
とは少し離れていることが示されている0 Cyt b遺伝子の
解析では 本邦におけるニホンジカは南北の ,つのグル
プに分けられることが明らかにされている1, 2 さらに
D-loop領域の解析においても同様の結果が得られてい
る3
このように 多くのシカ科動物においてmtDNAの塩基
配列を用いた系統分類学的解析が行われている しかし
これまでシカ科動物のmtDNAについてはタイワンキョ
ン Muntiacus reevesi で全塩基配列が決定されているも
のの 他のシカ科動物については D-loop領域., /, 3 Cyt b
遺伝子0, 1, 2 COX II遺伝子+*およびリボソム RNA遺伝
子++が決定されているに過ぎない
一方 mtDNAは細胞のエネルギ代謝やタンパク質合
成に関与する遺伝子群を備えていることから mtDNAの
塩基配列置換により様な疾患が生じることが報告されて
いる+, mtDNAの遺伝情報の違いによってエネルギ基
*
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礎代謝に差があるならば 発育や飼料効率などの経済形質
にも影響を及ぼすこととなる
そこで我は エゾシカを家畜化していく上で必要とな
る基礎的な遺伝的情報の蓄積を目的として エゾシカの
mtDNA全塩基配列の解析を進めている 今回は +,
SrRNA遺伝子 COX II遺伝子および D-loop領域の塩基
配列を解析し 既に解析が完了しているシカ科およびウシ
科動物との比較を試みた
材料および方法
供試材料 :
実験材料としては 北海道網走管内で捕獲されたエゾシ
カの肝臓および血液を用いた
方法 :
+ ゲノム DNAの抽出
ゲノム DNAは 肝臓および血液からフェノル抽出お
よびエタノル沈殿法により抽出した
, PCR法による各遺伝子領域の増幅
+,SrRNA, COX II遺伝子 D-loop領域および Cyt b遺
伝子の PCR増幅には 各遺伝子領域に特異的な .対のプ
ライマを用いた 表 +
PCR反応はQUICKTHERMOPERSONALNIPPON
GENETICS および PCR Sprint HYBAID を用いて
+,SrRNAは 3.で +./分熱変性を行った後 // +分
1, ,分 3. +分を -/サイクル繰り返し // +分
1, +*分を +サイクル行った COX II遺伝子は 3.
+./分を +サイクル .1 +分 1, ,分 3. +分を -/
サイクル繰り返し .1 +分 1, +*分を +サイクル
行った D-loop領域は 3- ,分を +サイクル 0, -*
秒 1, ,分 3- +分を .*サイクル繰り返し 最後に
0, -*秒 1, +分を +サイクル行った Cyt b遺伝子
は 3-で ,分を +サイクル 0* +分 1, +分 3.
+分を .*サイクル繰り返し 0* +分 1, +分行った
- PCR産物の精製
PCR産物を +,アガロスゲル 和光純薬工業株式会
社 を用いたサブマリン式電気泳動法により +**V -*.*
分で分離し ゲルはエチジウムブロマイドにより染色後
透過型紫外線ランプで観察し 目的の増幅断片を切り出し
た その増幅断片から JETsorb Gel Extraction Kit
VERITASおよびGenEluteMINUSEtBr SPINCOLU-
MNS SIGMA を用いて目的の遺伝子領域を精製した
. DNAシクエンシング
+,SrRNA, COX II遺伝子 D-loop領域および Cyt b遺
伝子の PCR産物を上記の方法により精製し CEQ,***
BECKMAN を用いた Dye-terminator法により塩基配
列を決定した
/ mtDNAにおけるエゾシカと他のシカ科およびウシ
科動物との遺伝的関連性
mtDNAからみたエゾシカと他のシカ科およびウシ科動
物数種との遺伝的関連性については DDBJ 日本 DNA
デタバンク の SRS Sequence Retrieval System に
より検索した DNA配列と我が解析した DNA配列とを
GENETYX-MAC/malign version +.*.,, DNASIS-Mac
version -.1および Clustal W +.1.を用いて分析した
それらの DNA配列から Clustal W +.1.を用いて近隣結
合法により系統樹を作成したまた塩基配列の差異は MI-
CHAEL et al. +33* の方法に準じて算出した 表 ,, -, .
結果および考察
エゾシカの +,SrRNA 3/1 bp COX II遺伝子 021
bp および D-loop領域 +,++*bp の塩基配列を解析し
他のシカ科およびウシ科動物との比較を行った
+ +,SrRNA遺伝子
エゾシカの +,SrRNA遺伝子の全長は 3/1 bpであった
Table + Primers for ampliﬁcation of genes for
the +,SrRNA, COX II, D-loop region
and cytochrome b sequencing in the
Cervus nippon yesoensis
Table , Pairwise comparisons of the +,SrRNA gene sequences in Cervidae and Bovidae
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図 +表 ,エゾシカと他のシカ科 Cervidae およびウ
シ科 Bovidae 動物との間で比較した結果 アカシカお
よびサンバとの間の塩基置換度はそれぞれ ,.3および
-./であった Odocoileus属 オジロジカおよびオグロ
ジカとの間では 1.12.,の塩基置換度であったキバ
ノロジカ Hydroptes inermis およびタイワンキョン
Muntiacus reevesi との間の塩基置換度は それぞれ 2.-
および 0.0であり Odocoileusおよび Hydroptes属より
もMuntiacus属の方がエゾシカに近い関係であった こ
れは MICHAEL et al. +33* によって報告されているサン
バとタイワンキョンとの関連性と同様の結果であり
Odocoileusおよび Hydroptes属よりもMuntiacus属が
Cervus属に近縁的であることが 本研究からも明らかに
なった また Cervus属内の塩基置換度が ,.3-./であ
ることから この +,SrRNA遺伝子領域は Cervus属内に
おいて保存性の高い遺伝子領域であることが明らかにされ
た 一方 ウシおよびヒツジとの塩基置換度はそれぞれ
++.1および ++.3であった
また系統樹では エゾシカ サンバおよびアカシカの
Cervus属がクラスタを形成し 次いでタイワンキョン
がこのクラスタに結合した 図 , Odocoileus属および
キバノロジカはこのグルプとは別のグルプを形成し
た
, COX II遺伝子
エゾシカの COX II遺伝子の全長は 021bpであった エ
ゾシカとサンバとの塩基置換度が ..,と最も低く そ
れに次いでオジロジカとは ++.2であった 表 - 図 -
ウシおよびヒツジとの塩基置換度はそれぞれ +..-および
+/.1 であった このことから COX II遺伝子は +,
SrRNA遺伝子よりも変異性に富む遺伝子領域であった
また +,SrRNAおよび COX II遺伝子がほぼ同様の系統
関係を示したことから この両遺伝子領域は シカ科の系
統進化を知る上で 有効な遺伝的マカであると考えら
れた
一方 COX II遺伝子はアミノ酸 ,,2残基により構成さ
れており 他の動物との差異は約 +-と非常に相同性
が高い遺伝子であった また今回調査したシカ科およびウ
シ科動物の中では エゾシカに特有の変異が確認され 1+
残基目のイソロイシン Ile がバリン Val に 33残基
目のスレオニン Thrがアラニン Alaに置換していた
Table - Pairwise comparisons of the COX II gene sequences in Cervidae and Bovidae
Table . Pairwise comparisons of the D-loop region sequences in Cervus nippon
yesoensis and other Cervidae
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- D-loop領域
エゾシカの D-loop領域は +,++* bpの塩基長であり 他
のニホンジカ亜種およびシカ科動物との比較を行った結
果 我が解析したエゾシカとデタベス上のエゾシ
カHkaとの塩基置換度は *.,であった また 本研究に
おいて +-* bpから .*2 bpまでの間に認められたタンデム
リピトは エゾシカHkaと同一のタイプであった 表
. 図 /
エゾシカとホンシュウジカGyo+との塩基置換度は
/.,と低い値を示した 一方 ホンシュウジカ ツシマジ
カ Tma+ ホンシュウジカYma+ ケラマジカKra+お
よびキュウシュウジカMya+との間では それぞれ +-.*
+0.2と高い塩基置換度を示した エゾシカとカナンジ
カ C.n. kopschi タイワンジカ C.n. taiouanus ベト
ナムジカ C.n. pseudaxis およびヒガシチュウゴクジカ
C.n. dybowskii との塩基置換度は +-.3+0.1であっ
たアカシカおよびサンバとの間ではそれぞれ +2.,およ
び +0.-であり ツシマジカTma+およびホンシュウジ
カYma+と同等かそれ以上の塩基置換度を示した ダマ
シカ Dama dama およびアクシズジカ Axis porcinus
との間では +1.3および +0./と高い塩基置換度を示した
近隣結合法により系統樹を作成した結果 ニホンジカに
おいては NAGATA et al. +333 の報告と同様の結果が得ら
れた 図 01, 2さらに本系統樹ではアジアのグルプを加
え解析した結果 それは ETTORE et al. ,**+ の報告と同
様に本邦におけるニホンジカ南グルプに近く位置してい
た/ また アカシカおよびサンバも南グルプの近く
に位置し アクシズジカおよびダマシカはこれらのグル
プとは大きく離れていた エゾシカを含むニホンジカ北グ
ルプは他の日本およびアジアの地域個体群とは異なり
独自の系統群を形成することが今回の解析からも確認する
ことができた
なお Cyt b遺伝子の部分配列 0..bp を解析し 未発
表 ニホンジカ 0亜種間で比較を行ったところ KUWA-
YAMA and OZAWA ,*** と同様の結果が得られた1
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Fig. , Neighbor-joining tree of +,SrRNA gene in Cervus nippon, other Cervidae and Bovidae.
The bootstrap value (persent occurrence of nodes in +,*** bootstrap replicates) is
indicated as a number at each node if the value is /*
Fig. +- Variation in the sequences of the mitochondrial COX II gene (021bp) in Cervus nippon
yesoensis, other Cervidae and Bovidae
 (DDBJ Accession No.)
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Fig. - Variation in the sequences of the mitochondrial COX II gene (021bp) in Cervus nippon yesoensis,
other Cervidae and Bovidae
 (DDBJ Accession No.)
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Fig. . Neighbor-joining tree of COX II gene in Cervus nippon, other Cervidae and Bovidae.
The bootstrap value (persent occurrence of nodes in +,*** bootstrap replicates) is
indicated as a number at each node if the value is /*
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Fig. /+ Variation in the sequences of the mitochondrial D-loop region (+++*bp) in Cervus
nippon yesoensis and other Cervidae
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Fig. /, Variation in the sequences of the mitochondrial D-loop region (+++*bp) in Cervus nippon yesoensis
and other Cervidae
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Fig. /- Variation in the sequences of the mitochondrial D-loop region (+++*bp) in Cervus nippon yesoensis
and other Cervidae
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Fig. /. Variation in the sequences of the mitochondrial D-loop region (+++*bp) in Cervus nippon yesoensis
and other Cervidae
 (DDBJ Accession No.)
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Fig. 0 Neighbor-joining tree D-llop region in Cervus nippon and other Cervidae.
The bootstrap value (persent occurrence of nodes in +,*** bootstrap replicates) is
indicated as a number at each node if the value is /*
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Determination of the mitochondrial DNA sequences
in the Yeso Sika deer (Cervus nippon yesoensis)
+,SrRNA gene, COX II gene and D-loop region
By
Kenta WADA*, Chisato HAYAKAWA** and Michinari YOKOHAMA**
(Received August /, ,**,/Accepted January ,3, ,**-)
Summary : Accumulation of genetic information is important in order to e$ciently utilize and
preserve the Yeso Sika deer (Cervus nippon yesoensis). We analyzed DNA sequences of the +,SrRNA
gene, Cytochrome c Oxidase II (COX II) gene and the D-loop region of the mitochondrial DNA in the
Yeso Sika deer. The sequence divergence of mtDNA was compared in pairs between other Cervidae
(Cervus unicolor, Cervus elaphus, Muntiacus reevesi, Odocoileus virginianus, Odocoileus hemionus, etc ).
Moreover, phylogenetic analysis was also done between them. The complete sequence of the +,
SrRNA gene of the Yeso Sika deer was 3/1bp, and the sequence divergence between the Yeso Sika
deer and Cervus unicolor (Samber) or Cervus elaphus (Red deer) was low in value at ,.3 and -./,
respectively. In the phylogenetic tree, the Yeso Sika deer and the Samber were joined ﬁrst, and
following the Red deer was connected to them. Finally, Muntiacus reevesi (Reeves’muntjac) was
connected to the genus Cervus. As a result of the phylogenetic analysis, we see that the
Reeves’muntjac had a closer relationship to the genus Cervus than the genus Odocoileus. The complete
sequence of the COX II gene in the Yeso Sika deer was 021bp, and the sequence divergence between
the Yeso Sika deer and the Samber or Odocoileus virginianus (White-tailed deer) was .., and ++.2,
respectively. In the phylogenetic tree of the COX II gene, the Yeso Sika deer and the Samber were
most closely related as well as the +,SrRNA gene. The next closest relationship was of the
White-tailed deer and the genus Cervus. The D-loop region of the Yeso Sika deer was +++*bp, and the
sequence divergence between the Yeso Sika deer and the Cervus nippon centralis/Gyo+ (from Iwate
Prefecture-Honsyu Sika deer) showed the lowest value (/.,). Furthermore, the sequence divergence
of the Honsyu Sika deer/Yma+ (from Yamaguchi Prefecture) and the C.n. pulchellus (Tushima Sika
deer ) was high in value (+0.0+0.2). In the phylogenetic tree, the Sika deer in Japan was classiﬁed
into two groups of North and South. In addition, the Sika deer of Asia, the Red deer and the Samber
were close in relationship to the South group of the Japanease Sika deer.
Key Words : Yeso Sika deer, +,SrRNA gene, COX II gene, D-loop region, mitochondrial DNA
*
**
Department of Bio-Industry Graduate School of Bio-Industry, Tokyo University of Agriculture
Department of Bioproduction, Faculty of Bio-Industry, Tokyo University of Agriculture
和田早川横濱312
